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Synthetische Derivate von Lunularsaure , Arzneimittel 
enthaltend diese Verbindungen, Verfahren zur Herstellung der 
Lunularsaurederivate sowie deren Verwendung 

Die Erfindung betrifft synthetische Derivate von Lunularsaure, 
Arzneimittel enthaltend diese Verbindungen, Verfahren zur 
Herstellung der Lunularsaurederivate sowie deren Verwendung 
als chemopraventive Agentien gegen Krebserkrankungen . 

Da Krebs eine Erkrankung ist, die heute aus verschiedensten 
Griinden (z.B. Alterwerden der Bevolkerung, negative 
Umwelteinf lusse usw. ) schon ein Drittel der Bevolkerung von 
Industriestaaten betrifft und noch mit einer weiteren Zunahme 
der Erkrankungen zu rechnen ist, gibt es Bemuhungen Stoffe 
herauszuf inden, welche fruhzeitig angewendet, einen Schutz 
vor dem Entstehen von Krebs geben (Krebsprophylaxe) . Es gibt 
deshalb eine ausgedehnte Forschungsrichtung, die sich mit der 
Identif ikation neuer chemopraventiver Agentien beschaftigt, 
um den dringenden Bedarf der Krebsverhutung zu decken. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht in der 
Identif ikation neuer chemopraventiver Agentien, die einfach 
und nebenwirkungsf rei anzuwenden sind. 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der 
Patentanspruche . 

Von den Erfindern wurde bereits fruher gefunden, daS 
Lunul ar saure ( 2 -Hydroxy - 6 - [ 2 - ( 4 -hydroxy- 
phenyl )] ethylbenzoesaure) und Lunularin, die aus 
Leberblumchen, welche zur Kategorie der Moose gehoren, 
isoliert werden konnen, eine chemopraventive Wirkung haben . 
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Lunularsaure: R = COOH 
Lunularin: R = H 

Jetzt wurde weiter herausgef unden, dafi bestiirante Derivate der 
Lunularsaure eine noch weit uber Lunularsaure und Lunularin 
hinausgehende positive Wirkung haben und selbst in geringen 
Dosen noch gegen Stof f wechselprozesse schutzen, die fur eine 
Krebsentstehung verantwortlich gemacht werden konnen. 
Gegenstand der Erfindung sind daher Verbindungen der 
allgemeinen Formel (I), (II), (III) oder (IV) 





worin X ein beliebiger mono- oder polycyclischer 
(Hetero) Arylrest, der ggf . substituiert ist, ist. 
hierfur sind ein carbocyclischer , monocyclischer 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 01/74753 



3 



PCT7DE01/01264 



beispielsweise die Phenylgruppe, ein heterocyclischer , 
monocyclischer Rest, beispielsweise die Gruppen Thienyl, 
Thiophenyl, Furyl, Furanyl, Pyranyl, Pyrrolyl, Imidazolyl, 
Pyrazolyl, Pyridyl , Pyridinyl, Pyrrolidinyl , Pyrazinyl, 
Pyrimidinyl, Pyrazolonyl , Pyridazinyl, Purinyl, Thiazolyl, 
Oxazolyl, Indolyl, Furazannyl, Pyrrolinyl, Imidazolinyl , 
Pyrazolinyl , Thiazolinyl, Triazolyl, Tetrazolyl, sowie die 
Positionsisomeren des oder der- Heteroatome, die diese Gruppen 
umfassen konnen, ein Rest bestehend aus carbocyclischen 
kondensierten Ringen, beispielsweise die Naphthylgruppe oder 
die Phenanthrenylgruppe, ein Rest bestehend aus kondensierten 
heterocyclischen Ringen, beispielsweise Benzofuranyl , 
Benzothienyl , Benz imidazolyl, Benzothiazolyl , Naphtho [2 , 3- 
b] thienyl , Thianthrenyl , Isobenzof uranyl , Chromenyl , 
Xanthenyl, Phenoxathiinyl , Indolizinyl, Isoindolyl, 3H- 
Indolyl, Indolyl, Indazolyl, Purinyl, Chinolizinyl , 
Isochinolyl, Chinolyl, Phthalzinyl, Naphthyridinyl , 
Chinoxalinyl , Chinazolinyl , Chinolinyl , Pteridinyl , 
Carbazolyl, £-Carbolinyl , Cinnolinyl, Acridinyl, Phenazinyl, 
Phenothiazinyl , Phenoxazinyl , Indolinyl , Isoindolinyl , 
Imidazopyridyl , Imidazopyridmidinyl oder auch die 
kondensierten polycyclischen Systeme bestehend aus 
heterocyclischen Monozyklen, wie beispielsweise vorstehend 
definiert, wie beispielsweise Thionaphthenyl , Furo[2,3- 
bjpyrrol oder Thieno [2 , 3-b] f uran, und insbesondere die 
Phenyl-, Furylgruppen, wie 2-Furyl, Imidazolyl, wie 2- 
Imidazolyl, Pyridyl, wie 2 -Pyridyl, 3 -Pyridyl, 4 -Pyridyl, 
Pyrimidinyl, wie Pyridmid-2-yl , Thiazolyl, wie Thiazol-2-yl , 
Thiazolinyl, wie Thiazolin-2-yl , Triazolyl, wie Triazolyl-2- 
yl, Tetrazolyl, wie Tetrazol-2-yl , Benzimidazolyl , wie 
Benzimidazol-2-yl , Benzothiazolyl", Benzothiazol-2-yl , 
Purinyl, wie Purin-7-yl, oder Chinolyl, wie 4-Chinolyl. 

In den obigen Formeln konnen R 2 und R 2 jeweils unabhangig 
voneinander Wasserstoff, einen geraden oder verzweigten 
Alkylrest mit 1 bis 30 Kohlenstof f atomen, einen geraden oder 
verzweigten Alkenylrest mit 2 bis 30 Kohlenstof f atomen, einen 
mono- oder polyzyklischen Alkylrest mit 3 bis 30 Kohlenstoff- 
atomen, einen mono- oder polyzyklischen Alkenylrest mit 4 bis 
30 Kohlenstof fatomen, oder einen mono- oder polyzyklischen 
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aromatischen Rest bedeuten, wobei diese Reste gegebenenf alls 
durch einen oder mehrere Substituenten substituiert sein 
konnen. R 3 und R 7 konnen gleich oder verschieden sein. 

Es kann fur R x und/oder R 2 jeder beliebige gerade oder 
verzweigte C^u-Alkylrest verwendet werden. Beispiele hierfur 
sind Methyl-, Ethyl- , Propyl-, Isopropyl-, Butyl-, Isobutyl-, 
tert. -Butyl-, n-Butyl-, n-Hexyl-, 2-Methylpentyl- , 2,3- 
Dimethylbutyl-, n-Heptyl-, 2-Methylhexyl- , 2 , 2-Dimethylpentyl- 
, 3 , 3-Dimethylpentyl- , 3 -Ethylpentyl - , n-Octyl-, 2,2- 
Dimethylhexyl-, 3,3-Dimethylhexyl-, 3-Methyl-3- 
ethylpentylgruppen . Bevorzugt sind wegen der besseren 
Loslichkeit kurze Alkylketten, wie Methyl-, Ethyl-, Propyl - 
und Isopropyl-. Bevorzugt sind R a und R 2 gerade C^^-Alkylreste 
oder C 3 . 14 -Cycloalkylreste. Besonders bevorzugt stehen R x und R 2 
fur H, CH 3 oder CH 3 CH 2 . 

Es kann fur R x und/oder R 2 jeder beliebige gerade oder 
verzweigte C 2 _ 30 -Alkenylrest verwendet werden. Beispiele hierfur 
sind Vinyl-, Propenyl-, Isopropenyl- , Allyl-, 2-Methylallyl- , 
Butenyl- oder Isobutenyl-, Hexenyl- oder Isohexenyl-, 
heptenyl- oder Isoheptenyl- , Octenyl- oder Isooctenylgruppen . 
Bevorzugt sind Vinyl-, Propenyl- und Isopropenyl-. 

So kann R x und/oder R 2 jeder beliebige Cycloalkylrest sein. 
Beispiele hierfur sind eine Cyclopropyl - , Cyclobutyl-, 
Cyclopentyl- oder Cyclohexyl-, Cycloheptyl- , Cxclooctyl-, 
Cyclononyl- oder Cyclodecylgruppen . Bevorzugt sind 
Cyclopropyl-, Cyclobutyl-, Cyclopentyl- und Cyclohexyl-. 

Der fur R, und/oder R 2 verwendbare Cycloalkenylres t mit 4 bis 
30 Kohlenstof fatomen kann jeder beliebige Cycloalkenylrest 
sein. Beispiele hierfur sind eine Cyclobu t eny 1 - , 
Cyclopenteny 1 - oder Cyc 1 ohexeny 1 - , Cycloheptenyl- , 
Cxclooctenyl-, Cyclononenyl- oder Cyclodecenylgruppen . Bevor- 
zugt sind Cyclobutenyl- , Cyclopentenyl- oder Cyclohexenyl . 
Beispiele fur polyzyklische Alkyl- bzw. Alkenylreste umfassen 
Norbornan, Adamantan oder Benzvalen. 
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Vorzugsweise vorhandene Substituenten der verschiedenen 
vorstehend angegebenen Reste X, R 2 und/oder R 2 sowie des 
Grundgeriists als Substituent R 3 konnen aus der folgenden Gruppe 
ausgewahlt werden: 

Halogen: Fluor, Chlor, Brom, Iod, 

Amino, Alkylamino, Dimethylamino oder Ethylamino, 
Dialkylamino , wie Dimethylamino, Die thy lamino , 
Methylethylamino, wobei jeder dieser Dialkylaminoreste 
gegebenenfalls in Oxidform vorliegt, 
Aminoalkyl, wie Aminomethyl oder Aminoethyl, 
Dialkylaminoalkyl , wie Dimethylaminomethyl oder - 
ethyl, 

Dialkylaminoalkyloxy, wie Dimethylaminoethyloxy , 
Hydroxyl , 

freie, veresterte Carboxyl gruppe, wie Alkoxycarbonyl , 
beispielsweise Methoxycarbonyl oder Ethoxycarbonyl , 
oder in ein Salz, beispielsweise durch ein Natrium- 
oder Kaliumatom uberfiihrt, 

Alkyl mit 1 bis 8 Kohlenstof f atomen, wie Methyl, 
Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, Isobutyl, tert.- 
Butyl, gegebenenfalls durch ein oder mehrere Halogen- 
atom(e) substi tuiert , beispielsweise durch Fluor, wie 
Trif luormethyl , 
Oxo, Cyano, Nitro, Formyl, 

Acyl, wie Acetyl, Propionyl, Butyryl, Benzoyl, 
Acyloxy, wie Acetoxy oder ein Rest der Formel: 
-0-C0- (CH 2 ) n C0 2 H, worin n = 1 bis 5, 

Alkoxy, wie Methoxy, Ethoxy, Propyloxy, Isopropyloxy , 
Butyloxy, 

Alkylthio, wie Methylthio, Ethylthio, Propylthio, Iso- 
propyl thio , Butylthio , 
Carbamoyl , 

Alkenyl, wie Vinyl, Propenyl , 
Alkinyl, wie Ethinyl, Propinyl und 
Aryl, wie Phenyl, Furyl, Thienyl . 

Als Beispiele fur derartige substituierte Reste konnen ein 
durch ein oder mehrere Halogenatom(e) substi tuierter Alkyl- 
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rest, wie die Trif luormethyl- , Trif luorbutyl- , Pentaf luorpro- 
pyl- , Pentaf luorbutyl- , Pentaf luorpentyl- , Heptaf luorbutyl- 
oder Nonaf luorbutylgruppe oder 2-Chlorethyl- genannt werden. 

Verbindungen der obigen Formeln (I), (II), (III) und (IV) 
werden im weiteren mit dem Begriff "Lunularsaurederivate" 
beschrieben. 

Bevorzugte Verbindungen sind: 




In den Tabellen 3 und 4 sind eine Reihe weiterer bevorzugter 
Verbindungen aufgelistet. 

Erf indungsgemafc ganz bevorzugte Verbindungen sind: 
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OCH3O 



EC-252 



OCH, 




OCH 3 




Vorzugsweise werden die Verbindungen der obigen Formeln (I) 
und (II) gemafc dem in Fig. 1 gezeigten Syntheseschema 
hergestellt. Verbindungen der obigen Formeln (III) und (IV) 
sind analog den Vorschriften in Cullmann et al . , Z. 
Naturforsch. 54c, S. 147-150 (1999) und Cullmann et al., 
Phytochemistry, Vol. 45, Nr. 6, S. 1235-1247 (1997) 
herstellbar . 

Die vorstehend genannten erf indungsgemSSen Verbindungen eignen 
sich zur Prevention von Krebserkrankungen aller Art, indem sie 
einerseits bestimmte Stof fwechselprozesse hemmen, bei denen 
Stoffe entstehen, die die Krebsentstehung fordern, und 
andererseits bestimmte Stof fwechselprozesse fordern, die 
beispielsweise karzinogene Substanzen abfangen. Die Modulation 
von Enzymen, die bei der x metabolischen Aktivierung und 
Freisetzung von Carcinogenen beteiligt sind, ist einer der am 
besten untersuchten Mechanismen fur chemoprotektive Agentien. 
Phase 1-Enzyme (Cytochrome P450) aktivieren Xenobiotika durch 
das Einfugen von f unkt ionel len Gruppen, die diese Verbindungen 
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besser wasserloslich machen. Obwohl diese Funkt ionalisierung 
uber Phase 1-Enzyme fur die komplette Detoxif izierung von 
Substanzen notwendig ist, kann die Induktion von Phase 1- 
Enzymen das Risiko erhotien, Carcinogene zu produzieren, die 
mit DNA reagieren konnen und Carcinogenese initiieren. Phase 
2-Enzyme konjugieren die aktivierten Verbindungen an endogene 
Liganden, wie Glutathion oder Glucuron-, Essig- oder 
Schwef elsaure, wodurch die Freisetzung der Verbindungen in 
Form dieser Konjugate vermehrt wird. Allgemein stellt die 
Inhibierung von Phase 1-Enzymen gleichzeitig mit der Induktion 
von Phase 2 Enzymen eine logische Strategie bei der 
Chemopravention dar, was besonders vorteilhaft in fruhen 
Stadien der Carcinogenese ist. Um Modulatoren des 
Arzneimittel-Metabolismus zu identif izieren und damit eine 
Aussage uber chemopraventive Agent ien zu erhalten, werden 
beispielsweise die inhibitorischen Effekte auf die Phase 1 
CyplA Aktivitat und auf die Induktion der Phase 2 
NAD(P)H:Chinonreduktase (QR) Aktivitat bestimmt. Dazu werden 
beispielsweise S-Naphthof lavon-induzierte Rattenhepatomzellen 
als Quelle von CyplA verwendet. Die ze i tabhangige 
Dealkylierung von 3-Cyano-7-ethoxycumarin (CEC) zu 3-Cyano-7- 
hydroxycumarin kann f luorometrisch in 96-Loch-Platten verfolgt 
werden (Crespi et al . , Anal. Biochem. (1997), 248 (1): 188- 
190) . Die Induktion von QR-Aktivitat als Modell-Phase 2~Enzym 
wird beispielsweise colorimetrisch in kultivierten Hepa lclc7- 
Zellen geraessen. Dazu wird die NADPH-abhangige Menadiol- 
vermittelte Reduktion von MTT (3- (4 , 5-dimethylthiazo-2-yl ) - 
2, 5-diphenyltetrazoliumbromid) in blaues Formazan untersucht 
(Prochaska et al . , Anal- Biochem . . 1988 , 169(2): 328-336). 

Stoffe mit chemopraventiven Eigenschaf ten zeichnen sich somit 
durch manigfaltige Wirkungsmechanismen aus : (1) gewunschter 
Fremdstof f-Metabolismus (z.B. gemessen als Induktion von 
NAD (P) H-Chinonreduktase und Hemmung von CyplA), (2) 
entzundungshemmende Mechanismen (z.B. gemessen als Hemmung der 
Induktion von iNOS und Hemmung von COX-1), (3) antioxidative 
Mechanismen verbunden mit Radikalf angereigenschaf ten (z.B. 
gemessen mittels Reaktion mit Diphenylpikrylradikalen) und (4) 
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anti-Tumor promovierende und anti-prolif erative Eigenschaf ten 
(z.B. gemessen als Hemmung der Phorboles ter-vermi ttelten 
Induktion der Orni thin-Decarboxylase oder gemessen anhand des 
Maus-Brustdrusenmodells ) 

Die Verbindungen der obigen Formeln sind gut vertraglich und 
konnen im Rahmen eines Arzneimittels zur Prevention von 
Krebserkrankungen verabreicht werden. 

Das erf indungsgemaSe Arzneimittel kann auf verschiedenen Wegen 
verabreicht werden, z.B. oral, parenteral, kutan, subkutan, 
intravenos, intramuskular oder rektal . Bevorzugt ist die 
nicht-invasive, d.h. orale, kutane oder rektale, 
Verabreichung . Das Arzneimittel wird einem Patienten uber 
einen vom Arzt zu bestimmenden Zeitraum oder wird stetig iiber 
lange Zeitraume verabreicht. Das Arzneimittel kann sowohl 
Menschen als auch SSugern verabreicht werden. Das Arzneimittel 
bietet sich auch an als Unterstutzungsmedikation vor, wahrend 
oder nach einer Tumortherapie (Operation, Bestrahlung und/oder 
Chemotherapie) an. 

Die Dosierung der erf indungsgem&£en Verbindung wird vom Arzt 
anhand der patientenspezif ischen Parameter wie z.B. . Alter, 
Gewicht, Geschlecht, Schwere der Erkrankung, etc. bes timmt. 

Entsprechend der Art der Verabreichung wird das Arzneimittel 
in geeigneter Weise formuliert, z.B. in Form von einfachen 
oder dragierten Tabletten, Hart- oder Weichgelatinekapseln, 
Pulver zur Rekons t i tut ion vor Gebrauch, Granulaten, 
Suppositorien, Ovula, Injektionspraparaten, Inf usionslosungen, 
Pomaden, Cremes, Gels, Mikrospharen, Implantaten, die nach 
ublichen galenischen Verfahren hergestellt werden. 

Die erf indungsgemafcen Verbindungen konnen gegebenenf alls zu- 
sanunen mit weiteren Wirkstoffen und mit in pharmazeutischen 
Zusammensetzungen ublichen Exzipientien formuliert werden, 
z.B. je nach her zus tel lendem Praparat Talk, . Gummi arabicum, 
Lactose, Starke, Magnesiums t earat , Kakaobutter, water ige und 
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nichtwaftrige Trager, Fettkorper mit tierischem oder pflanzli- 
chem Ursprung, Paraf f inderivate , Glykcle ( insbesondere 
Polyethylenglykol) , verschiedene Weichmacher, Dispergiermittel 
oder Emulgatoren, Konservierungsstof f e . 

Zur Herstellung flussiger Praparate konnen Additive wie Natri- 
umchloridlosung, Ethanol , Sorbit, Glycerin, Olivenol, Mande- 
161, Propylenglycol oder Ethylenglycol verwendet werden. 

Es konnen auch Infusions- oder Injektionslosungen hergestellt 
werden. Diese sind bevorzugt wa&rige Losungen oder Suspensio- 
nen, wobei es moglich ist, diese vor Gebrauch herzustellen, 
beispielsweise aus lyophilisierten Praparaten, die den Wirk- 
stoff alleine oder zusammen mit einem Trager, wie Mannit, 
Lactose, Glucose, Albumin und dergleichen, enthalten. Die 
gebrauchsf ertigen Losungen werden sterilisiert und gegebenen- 
falls mit Hilfsmitteln vermischt, beispielsweise mit Konser- 
vierungsstof fen, Stabilisatoren, Emulgatoren, Losungsvermitt- 
lern, Puffern und/oder Salzen zur Regulierung des osmotischen 
Drucks. Die Sterilisierung kann durch Sterilf iltration durch 
Filter mit einer kleinen PorengroSe erzielt werden, wonach die 
Zusammensetzung gegebenenf alls lyophilisiert werden kann. 
Geringe Mengen an Antibiotika konnen auch zugesetzt werden, urn 
die Beibehaltung der Sterilitat zu unterstut zen . 

Vorteilhaft ist die Berei ts tellung des erf indungsgemafcen 
Arzneimittels in einer Dosis-Einheits-Form zur Verabreichung 
an einen Sauger . 

Die Erfindung betrifft auch Arzneimittel bzw. pharmazeutische 
Zusammensetzungen, die eine therapeutisch wirksame Menge des 
aktiven Inhaltsstof f s (erf indungsgemafce Verbindung der obigen 
Formeln) zusammen mit organischen oder anorganischen inerten 
festen oder flussigen pharmazeutisch vertraglichen Tragern 
bzw. Verdiinnungsmi tteln , die fur die beabs ich t igte 
Verabreichung geeignet sind, und die mit den aktiven 
Inhaltsstof fen nicht nachteilig wechselwirken, enthalten. 
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Die Erf indung betrif ft auch ein Verfahren zur Produktion einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung, die dadurch gekennzeichnet 
ist, date die erf indungsgemafee Verbindung mit einem pharmazeu- 
tisch vertraglichen Trager vermischt wird. 

Unter den erf indungsgema£en Medikamenten konnen insbesondere 
die im experimentellen Teil beschriebenen Verbindungen und 
ganz besonders die Verbindungen, bei denen in der obigen 
Forrael (I) oder (II) Rl und/oder R2 , die gleich oder 
verschieden sein konnen, eine Methyl-, Ethyl-, Propyl- oder 
Isoproylgruppe ist, genannt werden. 

Die erf indungsgemaBen Arzneimittel bzw. pharmazeutischen 
Zusarmnensetzungen umfassen als Wirkstoff mindestens einen wie 
vorstehend definierten Wirkstoff. Gegebenenf alls konnen noch 
weitere pharmazeutische Wirkstoffe in die Zusammensetzung 
aufgenoramen werden, wie-z.B. 

An t i oxidant i en [z.B. red. Gluthathion, N- 
Acetylcystein, natiirliche Polyphenole wie Griintee- 
(Epigallcate-chingallat und andere Catechine) oder 
Rotweinbestandteile (Resveratrol ) , Anthocyanidine, 
Flavonoide, Procyanidine] , 

Vitamine [z.B. hochdosiertes Vitamin C, Vitamin E, 
Vitamin A, Vitamin D] , 

Mineralstof f e [z.B. Magnesium, Zink, Calcium], 
Spurenelemente [z.B. Selen] , 

Entzundungshemmer [z.B. Cyclooxygenase 1 oder 2 Hemmer 
(Nichtsteroidale Entzundungshemmer NSAIDs , wie ASS 
etc.), Lipoxygenasehemmer oder Hemmstoffe der 
induzierbaren Stickstof f oxidsynthese] , 
Hormonmodulatoren [z.B. Antiostrogene (z.B. Tamoxifen, 
Genistein) oder Aromatasehemmer ] ( 
Ang i ogenes ehemmer [z.B. Genistein], 

Modulatoren der Signalttbertragung [z.B. Proteinkinase- 
hemmer (z.B. Curcumin oder Ras-Farnesylierungshemmer , 
wie Perillylalkohol oder Limonen) ] , 
Prolif erationshemmer , 

Ornithin-Decarboxylase-Hemmer [z.B. DFMO] 
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Apoptose-Induktoren 

Ballaststof f e (auch als Vorstufen von kurzkettigen 
Fettsauren) 

Induktoren von Zellprolif erationsprozessen [z.B. 
Natr iumbutyrat ] 

Die Erfindung wird weiter anhand der Figur erlSutert: 
Fig. 1: Syntheseschema 

Fig. 2: Dosis-abhangige Inhibierung der praneoplastischen 
Lasionsbildung in einem MMOC-Modell durch EC-252 

Die Erfindung wird anhand der nachstehenden Beispiele naher 
erlautert. 

Beispiel 1 

Verfahren zur Herstellung von E - 6 - ( o> - 
Styryl) sal i cyl saur erne thylester (EC-9) 

Zu einer Losung von Natriummethanolat in Methanol (bereitet 
durch Auflosen von 9,20 g (400 mMol) Natrium in 300 ml 
wasserfreiem Methanol) gibt man 56,3 g (100 mMol) (3-Acetoxy- 
2-methoxycarbonyl ) benzyl- triphenyl-phosphoniumbromid (Eicher 
et al., Synthesis 1988, S. 525) und rtthrt 30 Min. bei +20°C, 
Danach fiigt man 10,6 g (100 mMol) Benzaldehyd (kaufliches 
Produkt frisch destilliert) zu und erhitzt das 
Reaktionsgemisch 4 Std. unter RuckfluE." Danach kiihlt man auf 
Raumtemperatur ab, neutralsiert durch Zugabe von Eisessig und 
entfernt das Solvens im Vakuum. Man nimmt den Ruckstand in 300 
ml Chloroform auf, wascht zweimal mit je 100 ml Wasser, 
trocknet die organische Phase uber MgS0 4 , filtriert sie uber 
200 g Kieselgel (Nachelution mit wenig CHC1 3 ) und entfernt das 
Solvens im Vakuum. Man erhalt ein farbloses 61, das in ca. 150 
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ml Petrolether (40-60°C) aufgenommen und bei -30°C (15 h) zur 
Kristallisation gebracht wird. Man erhalt 23,6 g (93%) 
farblose Nadeln, E/Z-Gemisch, Smp. 51-52°C. Aus dem E/Z-Gemisch 
kann durch Erhitzen in Toluol (30 Std. unter Rlickflufc) in 
Gegenwart von lod (einige mg) das reine E-konf igurierte 
Produkt quantitativ erhalten werden (Smp.: 56-57°C) . 




OH 



EC-9 



Beispiel 2 

Verfahren zur Herstellung von 6 - ( 2 - 
Phenylethyl) salicylsauremethylester (EC-1) 

22,0 g (86,3 mMol) des Produkts aus Beispiel 1 werden in 300 
ml Essigester gelfist. Man fugt 2,0 g Palladium auf Aktivkohle 
(5%) als Katalysator zu und hydriert in einer konventionellen 
Hydrierapparatur (Fa. Parr) bei 5 bar Wasserstof f -Uberdruck. 
Nach ca. 4 Std. ist die Wasserstof f -Auf nahme beendet. Man 
filtriert vom Katalysator ab, entfernt das Solvens im Vakuuiti, 
nimmt den Ruckstand in Chloroform auf und filtriert die CHC1 3 
-Losung tiber 300 g Kieselgel (Nachelution mit wenig CHC1 3 ) . 
Das Filtrat wird im Vakuum vom Solvens befreit und der 
Ruckstand aus Petrolether (40-60°C) umkristallisiert . Man 
erhalt 19,9 g (90%) des Produkts, farblose Prismen, Smp. 55- 
56°C. 




EC-1 



OH O 
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Beispiel 3 

Verfahren zur Herstellung von E-l- (5-Bromthienyl) -2- [ (2- 
e thoxycarbonyl - 3 -me thoxy ) phenyl ] ethen ( EC- 2 52 ) 

Zu einer Losung von Natriummethanolat in Methanol (bereitet 
durch Auflosen von 0,30 g (13,0 mMol) Natrium in 50 ml 
wasserfreiem Methanol) gibt man 5,63 g (10,0 mMol) (2- 
Ethoxycarbonyl-3-methoxy) benzyl- triphenyl-phosphoniumbromid 
(Eicher et al . , Synthesis 1988, S. 525) und ruhrt 30 Min. bei 
+20°C. Danach fiigt man l,91g (10,0 mMol) 5-Bromthiophen-2- 
carbaldehyd (Fa. Acros Organics, Geel, Belgien) zu und ruhrt 
das Reaktionsgemisch 24 Std. bei +20°C. Das auskristallisierte 
Produkt wird abgesaugt und in 50 ml Chloroform gelost. Die 
Losung wird iiber 50 g Kieselgel filtriert (Nachelution mit 
wenig CHC1 3 ) . Das Solvens wird im Vakuum abdestilliert und der 
Riickstand [2,90 g (79%) E/Z-Gemisch] zweimal aus Ethanol 
umkristallsiert . Man erhalt 1,84 g (50%) des Produkts, 
gelbliche Nadeln, Smp. 93-94°C. 




EC-252 
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Beispiel 4 

Bestinunung der chemopravent iven Aktivitat ausgewahlter 
Lunularsaurederivate 

Hepalclc7-Zellen (ATCC American Type Culture Collection, 
Rockville, Maryland, USA) sat man in einer 96-Lochplatte in 
einer Dichte von 2 x 10 4 Zellen/ml (200 fil pro Loch) in a -MEM 
enthaltend 100 Einheiten/ml Penicillin G-Na, 100 Einhei ten/ml 
Streptomycinsulfat und 250 ng/ml Amphotericin B (Gibco BRL, 
Grand Island, NY) erganzt mit 10% fotalem Kalberserum aus und 
kultiviert bei 37°C in einer 5%igen C0 2 -Atmosphare. Nach einer 
Prainkubationszeit von 24 Stunden wurde das Medium erneuert, 
die Testverbindungen gelost in 10% DMSO (10 pi, 
Endkonzentration 0,5%) zugegeben und die Platten fur weitere 
48 Stunden inkubiert. Die QR-Aktivitat wurde durch Messen der 
NADPH-abhangigen Menadiol -vermi ttel ten Reduktion von MTT (3- 
(4, 5-dimethylthiazo-2-yl ) -2, 5~diphenyltetrazoliumbromid) zu 
blauem Formazan gemessen (Prochaska et al., Anal. Biochem. 
1988, 169(2): 328-336). Die Proteine wurden durch 
Kristallviolett-Farbung eines identischen Satzes von Platten 
bestimmt. Die Induktion der QR-Aktivitat wurde aus dem 
Verhaltnis der spezifischen Enzymaktiviaten der mit den 
Verbindungen behandelten Zellen zu einer 
Losungsmittelkontrolle berechnet. Die CD-Werte (benotigte 
Konzentration in /iM, urn die spezifische Enzymaktivitat zu 
verdoppeln) wurden erzeugt. Die CD-Werte wurden mit den IC50- 
Werten (halbmaximale inhibi torische Konzentration der Zell- 
Lebensfahigkeit in /xM) ins Verhaltnis gesetzt, urn den 
chemopraventiven Index CI zu erhalten. Zusatzliche Tests 
wurden in einer von Hepa Iclc7-Zellen abgeleiteten Mutanten- 
Zelllinie (BP r cl) unternommen, welche unfahig ist, den Ah 
Rezeptor-Ligandenkomplex in den Kern zu translocieren. 

Fur chemopraventiv wirkende Verbindungen ist eine Induktion 
von QR bei kleinen Konzentrationen wunschenswert . 
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Tabelle 1: Iriduktion von NAD ( P ) H : Chinonoxidoreduktase 

(QR) durch ausgewahlte Bibenzyle (alle Daten in 
flM) 



Hepalclc7 BP r cl 





CD/CQ 


IC50 


CI 


CD 


A 


51, 4/n.d 


> 93,5 


> 1, 8 


n.I 


B 


20, 4/n.d. 


> 50 


2,5 


n.I 


EC-1 


0, 22/6, 8 


31,3 


171 


n.I 


EC-252 


0, 06/0, 24 


7,8 


129 


n.I 


EC-9 


0,03/0,16 


7,2 


223 


n.I 



CD/CQ = Konzentration, uit\ die spezifische Aktiviat von QR zu 

verdoppeln/zu vervierf achen 

IC50 = halbmaximale inhibitorische Konzentration 

CI = Chemopraventiver Index ; Verhaltnis von IC50 und CD 

n.d. = nicht bestiramt 

n.I. keine Induktion 

A = Lunularin (Kontrolle) 

B = Lunularsaure (Kontrolle) 



Nachfolgend wurde die Dosis-abhangige Induktion von CyplA- 
Aktivitat in kultivierten Hepalclc7 bestimmt. Die Hepalclc7- 
Zellen wurden analog wie oben beschrieben fur 24 Stunden mit 
0,5 IM £-Naphthof lavon, einem klassischen bifunktionellen 
Induktor . von Arzneimi ttel-metabolisierenden Enzymen, 
behandelt. Zum Vergleich des induzierenden Potentials wurden 
die fur die 10-fache Anhebung der CyplA-Akt i vi ta t 
erforderlichen Konzentrationen ermittelt. Da die Induktion von 
CyplA zu der Aktivierung von Procarcinogenen fuhren kann, 
wurde weiter das Potential, urn CyplA-Aktivi tat zu inhibieren, 
getestet. Diese Untersuchungen wurden an Lysaten von S- 
Naphthof lavon-induzierten H4IIE Rattenhepatoma-Zellen und CEC 
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als Substrat gemacht. H4IIE-Zellen (ATCC American Type Culture 
Collection, Rockville, Maryland, USA) werden dazu in 10 cm 
Zellkulturplatten rait einer Dichte von 1x10 s Zellen in 10 ml 
MEME-Medium mit den gleichen Zusatzen, wie vorstehend fur das 
ct-MEM-Medium angegeben, ausgesat und fiir 24 Stunden bei 37°C, 
5% C0 2 Atmosphare kultiviert. Danach wird das Medium erneuert 
und die Zellen fiir 38 Std. mit 10 /XM £-Naphthof lavon zur 
Induktion von CyplA . induziert . Anschliefcend werden die Zellen 
dreiraal mit phosphatgepuf f er ter Kochsalzlosung (PBS) 
gewaschen, durch Abschaben in 1 ml 200 itiM 
Kaliumphosphatpuf fer, pH 7,4 mit 10 mM MgCl 2 (Puffer 1) 
geerntet und sofort in fliissigem Sticks toff eingefroren. Zur 
Aktivitatsbestimmung wird das Zellhomogenat bei Raumtemperatur 
aufgetaut, zur Lyse durch eine Kanule Nr. 20 gedruckt und mit 
Puffer 1 auf 10 ml verdiinnt. 90 /xl dieser Losung (ca. 5-25 /xg 
Protein) werden in 96-Lochplatten zu einer Mischung aus lOfil 
der Testsubstanz in DMSO und 100 /xl Reaktionsgemisch (2-fach 
konzentriert) enthaltend 2,6 mM NADP, 6,6 mM Glucose-6- 
Phospaht, 10 fiM 3 -Cyano-7-Ethoxycumarin (CEC) und 0,5 
Einheiten Glucose-6-phosphatdehydrogenase gegeben. Der Ansatz 
wird kurz gemischt. Die Kinetik der zei tabhangigen 
Dealkylierung von CEC wird 45 Min. lang bei 37°C im 
Mikrotiterplattenf luorimeter mit einer Anregungswellenlange 
von 409 nm und einer Emissionswellenlange von 460 nm 
aufgenommen (vgl. Crespi et al . , Anal. Biochem. (1997), 248 
(1) , S. 188-190) . 

Die Induktion der CyplA-Aktivitat ist als negativ zu bewerten, 
da diese Aktivitat zu einer Aktivierung von Karzinogehen 
fiihren kann. Fiir chemopraventiv wirkende Verbindungen ist 
deshalb eine geringe Induktion von CyplA wiinschenswert (am 
besten gar keine CyplA- Induktion) sowie eine Hemmung von CyplA 
bei kleinen Konzentrat ionen . 
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Tabelle 2 : Modulation von Cypl A-Akt i vi tat durch 

ausgewahlte Bibenzyle (alle Daten in /xM) 



CvolA-Induktion CyplA-Inhibierunq 
C 10 - fa ch 

A > 93,5 3,7 . 

B 8,0 8,3 

EC-1 2,1 0,99 

EC-252 0,225 0,11 

EC-9 < 0,13 0,08 



Cio-tach : Konzentration resultierend in einer 10-fachen 

Induktion der CyplA-Aktivitat 
IC50:> Halbmaximale inhibitorische Konzentration 
A : Lunularin (Kontrolle) 

B : Lunularsaure (Kontrolle) 



Desweiteren wurden alle Verbindungen der Tabelle 3 analog wie 
vorstehend beschrieben hinsichtlich der QR- und CyplA- 
Aktivitat getestet. Die Auswertung ergab, date einige der 
getesteten Verbindungen bessere Eigenschaf ten haben als 
andere. Verbindungen mit Werten, die diese als gute 
Chemopravent iva qualif izieren, sind in Tabelle 4 
zusammengestellt . 

Desweiteren wurden die Verbindungen der Tabelle 3 hinsichtlich 
der Hemmung der Lipopolysaccharid-induzierten Expression der 
iNOS in Maus-Makrophagen getestet (N0 2 ) . Die Inhibition der 
Lipopolysaccharid (LPS) -vermi ttelten iNOS- Induktion in Maus 
Raw 24 6.7-Makrophagen wurde mittels der Griess-Reaktion (Ding 
et al., J. Immunol. (1988), 141(7), S. 2407-2412) bestimmt. 
Dazu wurden Maus-Makrophagen in DMEM-Medium enthaltend 100 
Einhe i ten/ml Penicillin G-Na, 100 Einheiten/ml 
Streptomycinsulf at und 250 ng/ml Amphotericin B erganzt mit 10 
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% fotalem Kalberserum bei 37°C in einer 5% C0 2 -Atmosphare 
kultiviert. Die Zellen wurden mit einer Dichte von lx 10 5 
Zellen/Loch in DMEM in 9 6-Lochplatten kultiviert. Nach einer 
Prainkubationszeit von 24 Stunden wurde das Medium durch 170 
111 serumfreies DMEM ersetzt. Die Testverbindungen (10 /xl in 
10% DMSO, 8 serielle 2-fach Verdlinnungen, Endkonzentrations- 
bereich 0,8 bis 50 /xM) wurden hinzugef ugt . iNOS wurde durch 
Zusatz von 20 /xl LPS-L6sung (500 ng/ml in serumfreiem DMEM) 
induziert. Nach 24 Stunden wurde die iNOS-Aktivi tat iiber die 
Quantitierung der Nitritlevel in 100 /xl Zellkulturuberstanden 
gem&£ der Griess-Reaktion bestirnmt und mit einer Nitrit- 
Standardkurve verglichen. Urn die zytotoxischen Ef f ekte der 
Testverbindungen zu bestimmen, wurde das restliche 
Zellkulturmedium entfernt und die Zellen wurden bei 4°C fur 30 
Minuten mit 50 fil eiskalter 10%-iger wassriger 
Trichloressigsaure-Losung fixiert, funfmal mit Wasser 
gewaschen und kurz getrocknet . Die Zellzahlen wurden durch 
Sulforhodamin B-Farbung bestirnmt (Skehan et al . , J. Natl. 
Cancer Inst. (1990), 82(13), S. 1107-1112). Im allgemeinen 
wurden die Verbindungen in nicht-toxischen Konzentrationen 
getestet ( Zellanf arbung > 50% der LPS-behandel ten 
Kontrollzellen) . 

Fur chemopraventiv wirkende Verbindungen ist eine Hemmung der 
Induktion der iNOS bei kleinen Konzentrationen wiinschenswert . 
Die Erg'ebnisse der Tests sind in Tabelle 4 zusammengef aSt . 

Desweiteren wurden die Verbindungen der Tabelle 3 auf ihre 
antioxidativen Eigenschaf ten hin getestet. Dafur wurde das 
vermeintliche Potential der erf indungsgemafcen Verbindungen zum 
Abf angen von Diphenyl-picryl-hydrazyl-Radikalen (DPPH) 
ausgewahlt. Dies erfolgte durch photometrisches Verfolgen der 
Reaktion mit 1 , l-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) freien 
Radikalen in. einem Mikroplatten-Format bei 515 nm (van 
Amsterdam et al . , Free Radical Biol. Med. (1992), 12, S. 183- 
187). Dazu wurden die in DMSO gelosten Testverbindungen mit 
einer Losung von 100 /xM DPPH in Ethanol fur 3 0 Minuten bei 37°C 
behandelt. Das Radikal f anger- Potential wurde mit einer 
Losungsmittel-Kontrolle (0% Radikalf angereigenschaf ten ) und 
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Ascorbinsaure ( 2 5 0 /xM Endkonzentration, 100% 
Radikalf angereigenschaf ten) verglichen . Die halbmaximale 
Radikalf angerkonzentration SC 50 wurde generiert, die in einem 
Endkonzentrationsbereich von 2-250 M M gewonnen wurden. Hier 
ist eine Hemmung von DPPH bei kleinen Konzentrationen der 
Testverbindungen erwunscht. Die Ergebnisse der Tests sind in 
Tabelle 4 gezeigt. 

Ein weiterer Parameter, urn die antioxidativen Eigenschaf ten 
der erf indungsgemaften Verbindungen zu ermitteln, ist die 
Ermittlung der Hemmung des Phorbolester-vermittelten 
Superoxidbursts in di f f erenzier ten HL-60 Zellen. Die 
Inhibierung der Tetradecanoylphorbolacetat (TPA) -induzierten 
Superoxid-Radikalbi Idung in mens chl i chen HL-60 
promyelocy t ischen Leukamiezellen , die zu Granulocyten 
dif f erenziert waren, wurde durch photometrische Bestimmung der 
Cytochrom c-Reduktion bestimmt (Takeuchi et al . , Cancer Res. 
(1994), 54(22), S. 5837-5840, Pick und Mizel, J. Immunol. 
Meth. (1981), 46(2), S. 211-226). Dazu wurden HL-60 Zellen bei 
einer Dichte von 2 x 10 5 Zellen/ml mit 1,3% DMSO in RPMI 1640 
Medium enthaltend 100 Einheiten/ml Penicillin G-Na und 100 
Einheiten/ml Streptomycinsulf at erganzt mit 10% fStalem 
Kalberserum bei 37°C in einer 5% C0 2 Atmosphare fur vier Tage 
behandelt, urn die terminale Dif f erenzierung zu Granulocyten zu 
induzieren. Die Zellen wurden durch Zentrif ugation geerntet, 
zweimal mit "Hanks balanced salt solution" enthaltend 30 mM 
HEPES , pH 7,8 gewaschen und auf . eine Dichte von 2 x 10 5 / ml 
eingestellt. 2 x 10 5 Zellen/Loch (100 fil) werden mit den 
Testverbindungen (25 fil, in 10% DMSO) fur 5 Minuten vor der 
Zugabe von 7 5 fil Cytochrom c-L6sung in HHBSS (5 mg/ml, 1,25 
mg/ml Endkonzentration) prainkubier t . 25 fil Superoxid- 
Dismutase (600 U/ml in HHBS , 12 U/Loch Endkonzentration) 
wurden als Posi tivkontrolle verwendet, alle anderen L6cher 
erhielten 25 fil HHBSS. Die Superoxidanion-Radikal-Bildung 
wurde durch Zugabe von 25 //l TPA (0,55 mg/ml in HHBSS, 55 
ng/ml Endkonzentration) gestartet. Die Platten wurden leicht 
geschuttelt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37°C 
wurde die Reaktion durch Kaltstellen der Platten auf Eis fur 
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15 Minuten gestoppt. Danach wurden die Platten zentrif ugiert 
und die Cytochrom c Reduktion im Uberstand wurde bei 550 nm 
unter Verwendung eines Mikroplattenlesegerates (Spectramax 
340, Molecular Devices) bestimmt. Das Zellpellet wurde zweimal 
mit PBS gewaschen und die Zellwachstumsf ahigkeit wurde 
f luorometrisch durch enzymatische Hydrolyse des fluorogenen 
Esterase-Substrats Calcein AM (250 nM in PBS, 100 /xl/Loch) bei 
37°C in einem Cytofluor 4000 Mikroplattenf luoreszenzlesegerats 
(PE Applied Biosystems, Anregung 485 nm, Emission 620 nm) 
bestimmt. Unter Verwendung dieser Methode konnten 
unspezif ische Effekte von reduzierenden Tes tverbindungen 
vermieden werden. Die Reaktion war linear fur mindestens 30 
Minuten. IC^ - Werte (halbmaximale i nhibi t o r i s che 
Konzentration von TPA-induzierter Superoxid-Entstehung) wurden 
generiert. Hier ist eine Inhibierung der Entstehung von 
Superoxid-Radikalen bei kl.einen Konzentrat ionen der 
Testverbindungen erwunscht. Die Ergebnisse der Tests sind in 
Tabelle 4 gezeigt. 

Desweiteren wurden die Verbindungen der Tabelle 3 auf die TPA- 
induzierte ODC ( Orni thin-Decarboxy lase ) -Aktivitat in 
kultivierten Maus 308-Zellen untersucht. Die Kultivierung der 
Maus 308-Zellen, die Behandlung der Zellen mit den in 
seriellen Verdunnungen in DMSO (0,5% DMSO-Endkonzentration) 
zugefugten Testverbindungen und die Bestimmung der ODC- 
Aktivitat wurde durchgefuhrt wie in Gerhauser et al . , Nat. 
Med. (1995), 1(3), S. 260-266 beschrieben. Der Proteingehal t 
der Zellysate unter Verwendung von Rinderserumalbumin as 
Standard wurde gemaS Bradford (Analyt. Biochem. (1976), 72(1- 
2), S. 248-254) gemessen und verwendet, urn die ODC-spezif ische 
Aktivitat (pmol 14 C0 2 /mg Protein/Std. ) zu berechnen. IC b0 - 
Werte (halbmaximale inhibi torische Konzentration von TPA- 
induzierter ODC-Aktivitat in fig/ml) wurden berechnet. Hier ist 
eine Inhibierung der Induktion von ODC bei kleinen 
Konzentrationen der Testverbindungen erwunscht. Die Ergebnisse 
der Tests sind in Tabelle 4 gezeigt. 



Die Verbindungen der Tabelle 3 wurden auch auf eine 
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inhibitorische Wirkung auf die Cyclooxygenase (COX) -Aktivitat 
getestet (Jang et al . , Science (1997), 275, S. 218-220; Van 
der Ouderaa et al . , Meth. Enzymol . (1982), 86, S. 60-68). Die 
COX-Aktivitat wurde bei 37°C unter Aufzeichnen des Sauerstoff- 
Verbrauchs wahrend der Umwandlung von Arachidonsaure in 
Prostaglandine in einer 1,0 ml Inkubationszelle einer 
Sauerstof f -Elektroden-Einhei t (Hansatech DW, basierend auf 
einer 0 2 - Elektrode vom Clark-Typ) gemessen. Das 
Reaktionsgemisch enthaltend 0,1 M 
Natrium/Kaliumphosphatpuf fer, pH 7,4, 1 mM Hydrochinon, 0,01 
mM Hemin und ungefahr 0,2 U COX-1 in 100 /xl Mikrosomen- 
Fraktion erhalten aus Hammelsamenblasen als Ausgangsguelle fur 
COX-1 (spezifische Aktivitat 0,2-1 U/mg Protein) wurde mit 
10 /xl DMSO (Negativkontrolle) oder Testsubstanzlosung (10 mM 
in DMSO) fur 90 Sek. inkubiert . Die Reaktion wurde durch 
Zugabe von 2 /il 50 mM Arachidonsaure in Ethanol (100 /xM 
Endkonzentration) gestartet und der Sauerstof fverbrauch wurde 
fur 2 0 Sek. auf gezeichnet . Fur die Berechnung wurde die Rate 
des 0 2 - Verbrauchs mit der DMSO-Kontrolle (100 % Aktivitat) 
verglichen. Die Ergebnisse der Tests sind in Tabelle 4 
gezeigt. 



Beispiel 5: 

Nachweis der chemopraventiven Aktivitat erf indungsgem&Eer 
Verbindungen im Maus-Brustdrttsenmodell (MMOC) 

Mit diesem Modell konnen Testverbindungen daraufhin getestet 
werden, ob sie die Entstehung Carcinogen- induzierter 
praneoplastischer Lasionen in Maus-Brustdrusen-Organkultur 
hemmen. Dies ist ein wichtiger Hinweis auf eine 
chemopraventive Wirkung im Tiermodell. 

Ein Nachteil von in-vitro Untersuchungen ist, dall die glatte 
Ubertragbarkeit auf die in-vivo Situation oft nicht gegeben 
ist. Es wurde jedoch jetzt ein Organkulturmodell entwickelt, 
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das als Klammer zwischen Kurzzeit-in vi tro-Versuchen und 
Langzeit-in vivo-Carcinogenesemodellen dienen kann. Dies ist 
das Maus-Brustdrusenmodell (mouse mammary glands, MMOC; Mehta 
et al., Carcinogenesis 1995, 16(2), S. 399-404). Dieses System 
kombiniert die Vorteile eines in-vitro-Modells (Einfachheit , 
Handhabbarkei t , Dauer) mit den komplexen zellularen, 
metabolischen und Entwicklungsbedingungen in einem Organismus. 

3 bis 4 Wochen alte jungf rauliche weibliche BALB/c Mause 
wurden durch tagliche subkutane Injektionen mit 1 fig Ostradiol 
1715 und 1 mg Progesteron fur 9 Tage vorbereitet. Am Tag 10 
werden die Tiere durch zervikale Dislokation getotet und das 
thorikale Brustdriisenpaar entnommen, das auf ein Seidengewebe 
gelegt wird. Diese Gewebepraparationen wurden 10 Tage in 
serumfreiem Waymouth MB 7 5 2/ 1 -Medium (5 Drusen/5 ml 
Medium/Platte) inkubiert. Das Medium ist erganzt mit 2 mM 
Glutamin, Antibiotika (Penicillin und Streptomycin, jeweils 
100 Einheiten/ml Losung) und wachstumsf ordernden Hormonen, 5 
fig Insulin, 5 fig Prolaktin, 1 fig Aldosteron und 1 fig 
Hydrocortison pro ml Medium. Das Carcinogen DMBA (2 fig/ml) 
wird dem Medium fur 24 Stunden zwischen den Tagen 3 und 4 
zugesetzt. Dieses Zeitinterval stellt den Zeitraum der DNA- 
Synthese dar. Kontrollplat ten wurden mit DMSO (DMBA- 
Losungsmittel) behandelt. Nach 10 Tagen Inkubation wurden die 
Drtisen fur weitere 14 in einem Medium gehalten, das nur 
Insulin (5 fig /ml) enthielt. Wahrend der gesamten Kulturdauer 
wurden die Drusen bei 37°C in einer 5% C0 2 Atmosphare gehalten. 

Die erf indungsgemaSe Verbindungen- EC-2 52 (Testagenz) wurde in 
verschiedenen Konzentration zu dem Medium fur die Tage 0-10 
gegeben (10-15 Driisen pro Konzentration) . Carcinogen- 
behandelte Drusen ohne Testagenz dienten als Positivkontrolle . 
Am Ende des Experiments nach 24 Tagen wurden die Drusen in 10% 
Formalin fixiert, mit Alauncarmin gefarbt und morphokologisch 
das Vorhandensein von Driisenlasionen untersucht . Das Auftreten 
(Inzidenz) von gebildeten Lasionen (Prozentsatz der Driisen mit 
Lasionen bezuglich der Gesamtanzahl der Drusen pro Gruppe) in 
der mit EC-252 behandelten Gruppe wird mit den Lasionen in der 
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nur mit DMBA-behandel ten Gruppe (unbehandelte Gruppe = DMBA- 
Kontrolle) verglichen und daraus der Prozentsatz der 
Inhibierung berechnet. Das Ergebnis ist in Fig. 2 gezeigt. 

Desweiteren wurden ausgewahlte Verbindungen der Tabelle 3 
analog wie vorstehend beschrieben im Maus-Brustdrusenmodell 
getestet. Die Auswertung ergab, da£ einige der getesteten 
Verbindungen bessere Eigenschaf ten haben als andere. 
Verbindungen mit Werten, die diese als gute Chemopraventiva 
qualif izieren, sind in Tabelle 4 zusammengestellt . 

Weitere Ergebnisse der getesteten Verbindungen sind Tabelle 5 
zu entnehmen. 



Beispiel 6: 

Nachweis der ostrogenen bzw. antiostrogenen Effekte der 
erf indungsgemaSen Verbindungen in der Ishikawa humanen 
Endomet r iumkr ebs - Zelll inie 

Die Messung der Forderung von alkalischer Phosphatase (AP) - 
Aktivitat in der Ishikawa humanen Endometrium-Adenocarcinoma- 
Zellinie (Department of Biochemistry; University of Montreal) 
erlaubt die Abschatzung der instrinsischen ostrogenen 
Aktivitat der Testverbindungen gemafc Tabelle 3. Anti-ostrogene 
Effekte wurden durch Co-Behandlung mit S-Ostradiol und 
Inhibitoren bestimmt. Die Zellkulturbedingungen waren gemafc 
Littlefield et al . , Endocrinology (1990), 127(6), S. 2757- 
2762. 

Die Ishikawa-Zellen wurden routinemafcig in a -MEM Medium 
enthaltend 100 Einheiten/ml Penicillin G-Na, 100 Einheiten/ml 
Streptomycinsulfat und 250 ng/ml Amphotericin B erganzt mit 
10% Aktivkohle-gereinigtem fotalem Kalberserum bei 37°C in 
einer 5% CQ 2 - Atmosphare gehalten. Einen Tag vor Start des 
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Experiments wurde das Medium in ein Ostrogen- und Phenolrot- 
freies D-MEM/F-12 -Gemisch (1:1) enthaltend L-Glutamat und 
Pyridoxin-HCl (Fa. Gibco BRL) erganzt mit 100 Einheiten/ml 
Penicillin G-Na, 100 Einheiten/ml Streptomycinsulf at und 250 
ng/ml Amphotericin B und 5% Aktivkohle-gereinigtem fotalem 
Kalberserum gewechselt. Fur die Bestimmung der 
ostrogenen/anti-ostrogenen Aktivitat wurden die Zellen mit 
0,25% Phenolrot-f reiem Tryps in/ EDTA trypsiniert und durch eine 
Injektionsnadel Nr. 18 gepreSt, urn eine Einzelzellsuspension 
zu erhalten. Diese wurde in einer 96-Loch Mikroplatte in einer 
Dichte von 2 x lOVLoch in 200 fil EFM plattiert. Nach einer 
Vorinkubationsphase von 24 Stunden wurde das Medium durch 170 
fil frisches EFM ersetzt. Die Testverbindungen gemafc Tabelle 3 
(10 fil in 10% DMSO, Endkonzentrationsbereich 0,8-50 pM) , 10 fil 
10% DMSO (als Negativkontrolle, Endkonzentration 0,5%) oder 10 
^il Tamoxifen (in 10% DMSO, Endkonzentration 0,5 /iM, als 
positives Antiostrogen) und entweder 20 fil EFM (fur ostrogene 
Aktivitat) oder 20 /xl 50 nM S-Ostradiol in EFM (fur antd- 
ostrogene Aktivitat) wurden auf ein Endvolumen von 200 fil z ^ 
den Platten hinzugefugt. Die Platten wurden bei 37°C in einer 
feuchten 5% C0 2 -Atmosphare flir 72 Stunden inkubiert. Urn die 
Wirkungen der Testverbindungen auf die Zellprolif eration zu 
bestimmen, wurde die Zellwachstumsf ahigkeit durch Calcein AM 
Hydrolyse f luorometrisch bestimmt. Dazu wurden die Platten 
dreimal mit PBS (vorgew&rmt auf 37°C) gewaschen und 100 fil 250 
nM Calcein AM in vorgewarmtem PBS wurde zu jedem Loch 
hinzugefugt. Die Fluoreszenz wurde fur 10 Minuten bei 37°C in 
einem Cytofluor 4000 Mikroplatten-Fluoreszenzlesegerat (PE 
Applied Biosystems, Anregung 485 nm, Emission 620 nm) 
gemessen. Die Calceinlosung wurde sofort entfernt und 50 
jil/Loch 0,5% Triton X in PBS wurde hinzugefugt. Die Platten 
wurden iiber Nacht bei -80°C aufbewahrt. Urn die AP-Aktivitat zu 
bestimmen, wurden die Platten bei 37°C innerhalb von 2 Minuten 
aufgetaut und 100 /xl/Loch 15 /xM 4-Methyl-Umbellif erylphosphat 
(MUP) in 1 M Diethanolaminpuf fer, pH 9,8 enthaltend 0,24 mM 
MgCl 2 wurden hinzugefugt. Die Platten wurden 5 Minuten auf 
einem Mikroplattenschiit t ler geschiittelt . Die 
Dephosphorylierung von MUP zu dem f luorescenten 4-Methyl-7- 
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hydroxy -coumar in ( 4-Methylumbellif eron) wurden fur 45 Minuten 
.bei 37°C (Anregung 360 nm, Emission 460 nm) beobachtet. Die AP- 
Aktivitat und das Zellwachstum wurden aus den Raten der 
Produktbildung (in Fluoreszenzeinheiten/min) bestimmt. Das 
Verhaltnis beider Raten wurde als ein MaS der relativen 
spezifischen AP-Aktivitat berechnet. Die relative Vergrofierung 
der AP-Aktivitat, die indikativ fiir eine ostrogene Aktivitat 
ist, wurde durch Vergleich mit einer DMSO- 
Losungsmittelkontrolle berechnet. Fur die Kalkulation der 
anti-ostrogenen Wirkung wurden die Ergebnisse als Prozentsatze 
im Vergleich zu einer mit DMSO und £-6stradiol behandelten 
Kontrollprobe ausgedriickt. Tamoxifen wurden als 
Posi tivkontrollsubstanz verwendet und produzierte eine 
Inhibition von > 50% bei einer Testkonzentration von 0,5 fiH. 

Tes t verbindungen mit Werten, die diese als gute 
Chemopraven t i va qua 1 i f i z i er en , sind in Tabelle 4 
zusammengestellt . 
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Tabelle 3 



Name 


Slruktur | 


Molekulargewicht 








Ei 1 


OH 


COOCH3 


256.30 


Ei2 


f\ 
OH 


x COOGH 3 

C20H16O3 




Ei7 


OH 


V-^ 

"COOCH 3 

C29H16O3 


304.35 




f\ 

OH 


x COOCH 3 

C16H14O3 


254.3 


Ei 10 


OH 


^COOCH 3 

C*H 13 0,Br 


333.2 
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Tabelle 3 (Forts.) 



Ei 12 


ft LI 
OH 


280 


Ei 15 


OH 

^Y^COOC 2 H 5 
OH 


302 


Ei21 


OH C 17 Hi 4 0, 


276.4 


Ei26 


Cj.Hj.0, 

| jj T auc*» muJoq 21 vortund. 

^ »uc* OCM, voAm<(, 


318 
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Pi H 


OCHj C 17 H, B 0 4 


286.3 


bi Job 




272.3 


^V^cocx: 2 H5 

OCH 3 




Ei 37 


OCH 3 C 1S H 14 0*S 


288.36 


Ei 39 


OH 


255 


Ei 249 


v 

OCH, 


323.5 


Ei 251 


OCH 3 


358 


Ei 252 


OCHj 


366.9 


Ei 253 


^C0 3 Et 
OCH, 


394.5 
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Ei 254 


\ ri » 

U-A 0 

OCHj 


442 


Ei 255 


X0 2 Et 
OCH 3 


272 


Ei 256 


k^v oc , c ( ph >3 

>p C0 2 Et 
OCH3 


514 




Ei 257 ! 


OCH, 
N 


483 




Ei 260 




483 




Ei 261 


OCH, 


694 




EI 262 


OCH) 


483 




Ei 263 


^^^^ 


410 
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Ei 264 


OCH, 


699.6 












Ei 265 


OCH, 

• 2 HCI ^^^^ 


583 


Ei 266 ' 


OCH» 


510 


Ei 267 


^^^^ (^T^l 
,o 'I 


793.8 


Ei 268 


^^^^^^^^^^ 


542 


Ei 273 


OCH, 


483 


Ei 274 




693.8 


Ei 275 


NHCHj 

OCHj 


300 


Ei 276 


JJL NHCHj 
OCHj 


298 
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Bi 277 


l<S JJL NHCHj 
OCH 3 


298 


Ei 278 


^Y^C0 2 CH 3 
OCH 3 


361 


Ei 279 (Gemisch) 


H 3 C > CHj 

ben, 


299/313 


Ei 280 


H 3 C 

L>> JJL ci 

OCH3 


384 


Ei 281 


Ha V N v - H ° 

OCH 3 


421 


Ei 282 


HjC v 

CI 1^ 

] COOCHjCHj 
OCHj 


396.5 


Ei 283 




382.5 




och 3 




Ei 284 


6CH, Ph * HO 


419 


Ei 285 


OCHj 


419 


Ei 286 


JJL Ph 
^C0 2 CH 3 

OCH3 


337 



WO 01/74753 



PCT/DE01/01264 




WO 01/74753 PCT/DE01/01264 



33 


Ei 303 


^Y^Y CH, 

^Y^COjCHj 
OCH, 


349.5 


Ei 304 


OCH, V- / 


341 


Ei 305 


k: V^CO I CH, /~~\ 
OCH, ^ ' 


343 


Ei 306 




369.5 








C0 2 CH 3 






OCH 3 




Ei 307 


^r^COrCH, 
OCH] 


406 


Ei 308 


OCH, 


408 


Ei 324 


OH 


292 


Ei 325 


OH 

^V^COOH 
OH 


274 
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Ei 326 




308 










Y^COOCH 3 






OCH 3 




Ei 327 




310 










Y^COOCHa 






OCHj 




Ei 328 


C,H, 

Y^COOCH>° 
^ OCHj 


409.5 


Ei 329 


OCH 3 C2Hs 


457.5 


Ei 330 


coochj 1 c 2"* 

OCH 3 C2Hi 


459.5 


Ei 331 




353.2 


FT 

Y^COOCH 3 
OCH3 


Ei 332 




339.2 


jn 

j^N^^^S Br 

Y^COOH 
OCH3 




Ei 333 




308.8 


r^N^^^S CI 

^t^XOOCHj 
OCH, 
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Ei 334 


Jl JL 

B r ''^Y'^COOC ,Hj 
OH 


387.7 


Ei 335 


H ' cc VvJ^ci 

^Y^COOCjM, 
OOCCH, 


408.9 


Ei 336 


HO J. JL 
Y^COOC 2 H s 


324.5 


Ei 337 


i Fl 

Br'^Y^COOC^Hs 


482 

1 


Ei 1001 


OH 

1*^ COO£t 
OH 


318.3 


Ei 1002 


OH 

y^COOCHj 
OCHj 


302.3 


Ei 1003 


y^cooet 

OAc 


453.3 


Ei 1004 


OH trans-Form 


369.2 


Ei 1005 


y'^cooc J H l 

OOCCH, C„H„K>,S 


500.30 


Ei 1006 




400.23 




OCH 3 C^HulOjS 
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Ei 1007 


OH C»Hi,l04$ 


416.23 




Ei 1008 




416.27 




L il ,o 






Ei 1009 


OH °~ C2Hs 

C 1t H t 7Bi0 3 S 


369.27 | 




Ei 1010 




458.31 




» 0~C 2 H 5 
y C CHj 

° CtaHu^S 






Ei 1011 


T V 0~C 2 H 5 

;c-ch, 

o 

CnH^BrOiS 


411.31 




Ei 1012 


OCHj C19H11O3 


294.35 




Ei 1013 


OCH, Ci,H 2 20, 


298.38 




Ei 1014 


^Y^COOCH, 

OCH, C 1B H t5 0, 


280.32 




Ei 1015 


OCH 3 CuHjpO, 


284.35 
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Fi 

CI 


1016 


OH 

H 3 COOC.^L 

^t^^COOCHj 

OH C 18 H 16 0 6 


328.32 


Ei 


1017 


ttHz C l7 H 1t Oi 


270.32 


Ei 


1018 


OCH a C^HjoOj 


284.35 


Ei 


1019 


OCHj 

0^ 9H22O3 


298.38 


Ei 


1020 


C ir H i8 03 


270.32 


Ei 


1021 


^t^xooc 2 h $ 

OH C 1T H^0 4 


284.3 1 


Ei 


1022 


^Y^COOCHj 
OCH 3 C 17 H 15 C>3 


268.3 1 


Ei 


1023 




286.32 




















y^XOOCHj 








OCH 3 C 17 Hn0 4 




Ei 


1024 


^^COOCjH, 

/C-CH 3 C 19 H 1t Os 


326.34 
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Ei 1025 


C u H 14 0 4 


270.28 


Ei 1026 




f^COOCHj 


272.30 


Ei 1027 


°" C I5 H,40 


/OH 

4 


258.27 


Ei 1028 




y ^s»^ ^«<^ 
V^COOCHi 


314.33 


Ei 1029 




y^COOCHj 

° CHl C,sH«CK>,S 


310.79 


Ei 1030 




. OCH, 
HjCOOC^^/L 

^V^COOCHj 
° CHj C 20 H 22 O 6 


358.39 


Ei 1031 


BJZ Gemisch (ca.2:3) 

^V^COOCH, 

°° Hi C 1s Hi 3 BrO,S 


353.23 
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Ei 1032 


OH 

OH 


256.25 


Ei 1033 


OH 

°>C-CH 3 
O^ 

C 19 H 18 0 5 


326.34 


Ei 1034 


Ck 
>C-CHj 


354.4 


Ei 1035 


O 
II 


426.42 




^Y^COOC,Hs 














Ei 1036 




31232 










OH 






Ci«Hts0 5 




Ei 1037 


^v^OH 

^V X ^COOC 2 H 5 
0H C 17 H u 0 5 


300.31 


Ei 1038 


o 
it 


384.38 








1 11 »» 










OCH, C n H, s O, 
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Tabelle 4 



Namen 

i 




QR 




CYP 1A1 


Uyp. rtTd. 




N02 


DPPH 


Antlox. 






CI 


tCSC|wM» 


MhMM 


ICSO to* 


ICH Mm. fciN) 


Kit T«i (KM) 




% Mam. 






























































EC-1 = 
Ei-1 


0.22/6.8 


MW: 31.25 


171 


<1.22 


cO.04 


41.000 


-50 


>50 


>390.5 




EC -9 = 
Ei-9 


<0.4/0.74 


>50 


>125 


0,087 


<0.04 


>5 


>50 


>50 


>250 




Ei-15 


nJ. 


42,90 


n.d. 


0.500 


25.30 


>50 










Ei-37 


1.75/7.6 


44.50 


25 


0.727 


1,34 


>5 


34,3 


>50 


>250 




EC-252 = 
Ei-252 


0.O6/O.24 


7.75 (st?) 


129 


0,082 


<0A 


>5 


>50 


>50 


>250 




Ei-260 
(X2HC1) 


6,30 


5,55 


n.d. 


0,058 


n.l. 


>5 




22.90 


>250 




Ei-300 


nJ. 


' >50 


n.d. 


0.934 


9,10 


>50 


>50 


>50 


>250 




Ei-302 


n.l. 


>50 


n.d. 


>5 


34,90 


>50 


>50 


>50 


>250 




Ei-325 


nJ. 


>50 


n.d. 


>5 


36,70 


>50 


>50 


>50 


>250 




Ei-331 


<0.4/<0.4 


1 1 .00 


28 


0.292 


<0.4 


>50 


>50 


>50 


>250 
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Tabelle 4 (Forts, quer) 



Namen Antiox - - 

EC-1 = 
Ei-1 

4,8 


ODC 


2 


I 

r 

• 


r 

c 


one *f 


~> 

. (nh. 


i 


SHIKAW 

A CD 


Ml KM 


EC-9 = 
Ei-9 

>100 




31 






1 


40 


5.5 


n.l. 


>50 


Ei-15 

>100 




94 


8 


1 


1 


0 








tl-J/ 

>100 




32 
















EC-252 = 
Ei-252 

>100 


>10 


18 






OR 


O-60 


2.6 


n.l. 


>50 


Ei-260 
(x2HCl) 

15.4 


M 


10 
















Ei-300 

>1CO 


>10 


5 
















Ei-302 

>100 


>10 


2 
















Ei-325 

>100 


>10 


87 


34 


4 












Ei-331 

>100 


>10 


13 
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Tabelle 4 (Forts, quer) 



Namen 



Ei-1001 



Ei-1004 



Ei-1009 



Ei-1021 



Ei-1022 



Ei-1024 



Ei-1026 



Ei-1027 



Ei-1034 



Ei-1035 



14,10 



3.043/0.229 



• 6.20 



<0.4 



0.6/6._2_ 



n.1. 



<0.4 



n.l. 



QR 



19.00 



CYP 1A1 



Cyplnd. 

„« «Mt CSO It 



0.43 



10 



25,70 4 



29.10 



44.70 



73 



75 



1.100 



0,050 



0,003 



0,059 



0,005 



>50 



>50 



7,30 



n.d. 



125 



n.d. 



>5 



0,005 



0,023 



11.80 



«0.04 



0,48 



0,13 



«0.04 



>50 



>50 



1.530 



>5 



>5 



>5 



n.l. 



«0.04 



n.l. 



>50 



>5 



>5 



13,7 



>50 



>29.7 



N02 



48.90 



OPPH 



Antiox. 



>250 



>50 



29.70 



>250 



>250 



37,4 >50 202.00 



>50 



>50 



>50 >50 



>250 



>250 



0% 



>100 



>100 



>100 



0% 



>50 



>50 



24.9 



>50 



>50 



34,10 



>250 



>250 



>250 



6% 



51% 



26% 



26,80 



>100 



22.60 



65,4 



>100 



30,4 



>100 



Ei-1037 



8.20 



0,057 



>5 



15.5 I >50 



>250 



0% 



>100 
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Tabelle 4 (Forts, quer) 



Namen 


ODC 


COX-1 

I c< 


MMOC 
>nc. * ,nh - 


IS 

*£tCW 


HIKAW 

•€ CO 




Ei-1001 




1: 96 


4 


1 





0 








Ei-1004 


7,6 C 
>10 c 


;1:64 


39 


3 


1 


50 









Ei-1009 


>10 


35 
















Ei-1021 




CV.98 


7 


0 


1 ' 


17 








Ei-1022 


4,7 


26 
















Ei-1024 


1,6 


68 


18 














Ei-1026 


6,4 


39 
















Ei-1027 


4,0 

>10 


9 
















Ei-1034 




14 










8.6 


n.l. 


>50 


Ei-1035 


>10 
>10 


7 










5 


n.l. 


26.4 


Ei-1037 


>10 


44 










_ 87 


n.»._ 


38,8 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 01/74753 PCT7DE0 1/01 264 

42 



Zur Tabelle 4 (Alle Angaben in //M bzw. %): 



Fremdstoff-Metabolismus 

Gewiinscht: 

Induktion von QR bci kleinen Konzcntrationen, 
Hemmung von CyplA bei kleinen Konzentrationen, 
keine Induktion von CyplA. 

QR steht fur Induktion der NAD(P)H:Chinon Reduktase in Hepelclc7 Maus Hepatomzellen 

CD = Konzentration die eine Verdopplung der spezifischen Aktivitat der QR bewirkt. 

IC50 = halbmaximale Hemmkonzentration der Zellviabilitat 

CI = chemopraventiver Index (IC50/CD) 

n.l. no Induction: Keine Induktion 

n.d. not determined; nicht bestimmt 

St.: Hinweis auf Cytostatische Wirkung? 

CyplA = Hemmung der CyplA Enzym aktivitat unter Verwendung von 3-Cyano-7-ethoxycoumarin. 
AIs Enzymquelle wurden P-Naphthoflavon induzierte H4IIE Ratten Hepatomzellen verwendet. 
IC5o= halbmaximale Hemmkonzentration 

CyplA Ind. = Induktion der CyplA Enzymaktivitat in Hcpelclc? Maus Hepatomzellen 

Dieser Effekt ist negatlv zu bewerten, kann zu einer Aktmerung von Karzmogenen Juhren! W,rd aus 

FUnffache Induktion = Konzentration die eine Verfunffachung der spez.f.schen Akt.v.tat von CyplA 
bewirkt. 

IC 50 = halbmaximale Hemmkonzentration der Zellviabilitat 



EntzOndungshemmende Meciunismen 



Gewiinscht: 

Hemmung der Induktion der iNOS bei kleinen Konzentrationen, 
Hemmung von Cox-1 bei kleinen Konzentrationen 

N0 2 : Hemmung der LPS-induzierten Expression der iNOS in Maus Makrophagen 
1C 50 Hem. = halbmaximale Hemmung der Nitrit (NO) Produktion 
IC 50 Tox. = Halbmaximale Hemmung des Zellwachstums 
CI s.o. 

n.d. not determined: nicht bestimmt 

Cox-1: Hemmung der Cyclooxygenase 1 Aktivitat 

% Hemm.: Prozcntuale Hemmung bei einer Testkouzentration von lOOuM 
IC 50 = halbmaximale Hemmkonzentration 



ANTI-OXIDATIVE MECHANISMEN UND RaDIKALFANCEREIGENSCHAFTEN 
Gewiinscht: 

Hemmung bei kleinen Konzcntrationen 

DPPH: Reaktion mit Diphenylpikrylradikalen 
IC<o= halbmaximale Hemmkonzentration 
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NXO: Abfangen von Superoxidradikal Anionen im Xanthin/Xanthinoxidase System. 
IC 50 = halbmaximale Hemmkonzentration 

Antiox: Hemmung des Phorbolester-vermittelten Superoxidbursts in differenzierten HL-60 Zellen 
Nachweis iiber Reduktion von Cytochrom c. 

% Hemm.: Prozentuale Hemmung bei einer Testkonzentration von lOOuM 
IC50— halbmaximale Hemmkonzentration 



ANTI-TUMOR PROMO VIERENDE UND ANTIPROLIFERATIVE ElGENSCHAFTEN: 
GewiiDscht: 

Hemmung der Induktion von ODC bei kleinen Konzentrationen, 
Hemmung der DNA Polymerase a bei kleinen Konzentrationen, 
anti-ostrogene Eigenscbaften bei kleinen Konzentrationen, 
keine ostrogenen Eigenscbaften, 

Hemmung der Entstehung von Lasionen im MMOC bei kleinen Konzentrationen 

ODC: Hemmung der Phorbolester-vermittelten Induktion der Ornithin Decarboxylase in Maus 

Keratinozyten (Zellinie Nr. 308) 

IC5o= halbmaximale Hemmkonzentration 

a-Poly: Hemmung der humanen DNA Polymerase a 

% Hemm.: Prozentuale Hemmung bei einer Testkonzentration von 500 bzw. lOOuM 
IC 50 = halbmaximale Hemmkonzentration 

Ishikawa: ostrogene (-E) bzw. antiostrogene (+E) Effekte in der Ishikawa humanen 
Endometriumkrebs Zellinie 

(+E) 1C 50 = halbmaximale Hemmkonzentration fur ant- i ostrogene Effekte 

(-E) C 5 = Konzentration die eine Veifunffachung der spezifischen Aktivitat der alkalischen 
Phosphatase bewirkt (Ma3 fur ostrogene Aktivitat) 
tox IC50: Halbmaximale Hemmung des Zellwachstums 
n.I. no Induction: keine Induktion 

Nur fiir eine Auswahl bestimmt (siehe Tabelle Auswahl) 

MMOC: Maus mammary organ culture 

Hemmung der Entstehung Carcinogen-induzierter pra-neoplastischer Lasionen in Maus Brustdrusen 
Organkultur 

Wichtiger Hinweis auf chemopraventive Wirkung im Tiermodeil ( 
Konz.: Testkonzentration in uM 

% Inh.: Prozentuale Hemmung im Vergleich zur DMBA-Kontrolle 
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TABELLE 5 



Inhibierung von DMBA-induzierten praneoplastischen Lasionen in Maus-Brustdrusen- 

Organkultur 



Behandlungsgruppe 


Konzentration (^M) 


%-Inzidenz 


Inhibierung 

(normalisiert auf die 
DMBA-Kontrolle 


DMBA 


Keine 


81 (13/16) 


n.d. 


Ei-9 


1 


50/4/8 


40 


DMBA 


Keine 


72(13/18) 


n.d. 


Ei-15 


1 


80(8/10) 


0 


10 


55 (6/11) 


25 


DMBA 


Keine 


71 (12/17) 


n.d. 


Ei-252 


10 


20 (2/10) 


72 


1 


30 (3/10) 


58 




0.1 


44 (4/9) 


38 




0.01 


55 6/11) 


23 




0.001 


100 (9/9) 


0 


DMBA 


Keine 


71 (12/17) 


n.d. 




1 


58 (7/12) 


17 




10 


20(2/10) 


72 


DMBA 
EI-1001 
EI- 1004 


Keine 

! l 

1 1 


66(12/18) 
88 (8/9) 
33 (3/9) 


n.d. 
0 

50 



n.d. nicht bestimmt 

Resveratro! diente als interne Positivkontrolle in alien Experimenten. Bei einer Konzentration 
von 5nM inhibierte Resveratrol 52,4 ± 7,4 % der DMB A-indzierten praneoplastischen 
Lasionen. 
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PATENT ANSPRUCKE 

1) Lunularsaurederivat gekennzeichnec durch Formel (I), 

(II) , (III) oder (IV) : 





worin X einen mono- oder polycyclischen 
(Hetero) Arylrest bedeutet,- 

Rl und/oder R2 jeweils unabhangig voneinander einen 
geraden oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 30 Koh- 
1 ens toff atomen, einen geraden oder verzweigten 
Alkenylrest mit 2 bis 30 Kohlenstoff atomen, einen 
mono- oder polyzyklischen Alkylrest mit 3 bis 30 Koh- 
lenstoff atomen, einen mono- oder polyzyklischen 
Alkenylresc mit 4 bis 30 Kohlenstoff atomen, oder 
einen mono- oder polyzyklischen aromatischen Rest mit 
6 bis 30 Kohlenstoff atomen bedeuten, 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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wobei die Reste X, RI , R2 gegebenenf alls durch einen 
.oder mehrere Substi tuenten substituiert sein konnen, 
wobei diese Subs ti tuenten und/oder R3 ausgewahlt sind 

aus : 

- Halogen: Fluor, Chlor, Brom, Iod, 

- Amino, Alkylamino , Dimethylamino oder Ethylaniino, 
Dialkylamino, wie Dimethylamino, Diethylamino, 
Methylethylamino, wobei jeder dieser 
Dialkylaminoreste gegebenenf alls in Oxidform 
vorliegt , 

- Aminoalkyl, wie Aminomethyl oder Aminoethyl, 

- Dialkylaminoalkyl , wie Dimethylaminomethyl oder - 
ethyl , 

- Dialkylaminoalkyloxy, wie Dimethylaminoethyloxy , 

- Hydroxyl , 

- freie, veresterte Carboxylgruppe, wie 
Alkoxycarbonyl, beispielsweise Methoxycarbonyl oder 
Ethoxycarbonyl , oder in ein Salz, beispielsweise 
durch ein Natrium- oder Kaliumatom uberfuhrt, 

- Alkyl mit 1 bis 8 Kohlenstof f atomen, wie Methyl, 
Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, Isobutyl, tert.- 
Butyl, gegebenenf alls durch ein oder mehrere 
Halogenatom(e) substituiert, beispielsweise durch 
Fluor, wie Tri f luormethyl , 

- Oxo, Cyano, Nitro, Formyl , 

- Acyl, wie Acetyl, Propionyl , Butyryl , Benzoyl, 

- Acyloxy, wie Acetoxy oder ein Rest der Formel: 

-0-CO (CH 2 ) n C0 2 H, worin n = 1 bis 5, 

- Alkoxy, wie Methoxy, Ethoxy, Propyloxy, 
Isopropyloxy, Butyloxy, 

- Alkylthio, wie Methylthio, Ethylthio, Propylthio, 
Isopropylthic , Butylthio, 

- Carbamoyl , 

- Alkenyl, wie Vinyl, Propenyl, 

- Alkinyl, wie Ethinyl, Propinyl und 

- Aryl, wie Phenyl, Furyl , Thienyl. 



WO 01/74753 



47 



PCT/DE01/01264 



2) Lunularsaurederivat nach Anspruch 1 gekennzeichnet 

durch Forrael (V) oder (VI) : 




3) Lunularsaurederivat nach Anspruch 1 oder 2 mit der 

Formel (VII), (VIII), (IX), (X) oder (XI): 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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4) Arzneimittel gekennzeichnet durch einen Gehalt an - 
mindestens einer Verbindung der allgemeinen Formel 
(I), (II), (III), (IV), (V), (VI), (VII), (VIII), 
(IX) , (X) Oder (XI) . 

5) Arzneimittel nach einem der Anspruche 1-4, umfassend 
zusatzlich Vitamine, Mineralstof f e, Antioxidantien , 
Spurenelemente , Ent zundungshemmer , Hormonmodulatoren ( 
Angiogenesehemmer, Modulatoren der Signalubertragung, 
Prolif erationshemmer ( Ornithindecarboxylasehemmer , 
Apoptose-lnduktoren, Ballaststof f e und/oder. 
Induktoren von Zellprolif erationsprozessen . 

6) Arzneimittel nach einem der Anspruche 1-5 
bereitgestellt in einer Dosis-Einhei ts-Form zur 
Verabreichung an einen Sauger . 

7) Arzneimittel nach einem der Anspruche 1-6 umfassend 
weiter einen pharmazeutisch vertraglichen inerten 
Trager oder ein Verdunnungsmi ttel . 

8) Verwendung eines Arzneimittels gemaE einem der 
Anspruche 1-8 zur Prevention einer Krebserkrankung . 

9) Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels nach 
einem der Anspruche 1-7, dadurch gekennzeichnet, date 
die Verbindung gema£ Formel (I), (II), (III) oder 
(IV) mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager 
oder Verdunnungsmi ttel vermischt wird. 
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Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patenttamilie ist 



Datum des Abscniusses der Intemationalen Recherche 



16. August 2001 



Name und Postanschritt der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Paientamt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



30/08/2001 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Kinzinger, J 



FarmblaR PCT/?SA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 



Selte 1 von 3 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



In. .atlonales Aktenzelchen 

PCT/DE 01/01264 



A. KLASSIRZIERUNG DES ANMELOUNGSGEGENSTANDES , . 

IPK 7 C07D217/24 C07D213/74 C07D231/16 C07D249/08 C07D239/54 
C07D239/26 C07D213/64 C07D261/10 C07D265/06 C07D311/16 
C07D311/92 C07D317/60 C07D277/32 C07D277/42 C07D333/24 

Nach der Iniernalkxialen Palentklassilikation (IPK| oder nach der nationalen Klassifikalion und der IPK 



B. REC HERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoft (Klassilikationssystem und Klassifikalionssymbote ) 



Recherchierie aber nicht zum Mindestprulstoff gehdrende Verotfentlichungen, soweil diese unter die recherchierten Gebiele fallen 



Wahrend der international en Recherche konsulticrle eleklronische Datenbank (Name der Datenbank und evil, verwendele Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Verdffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



UGO AZZENA ET AL.: "Reg1 oselectl vlty 1n 

the Reductive Cleavage of Pyrogallol 

Derivatives: Reductive Electrophi 1 ic 

Substitution of Acetals of 

2,3-Dimethoxyphenol" 

JOURNAL OF THE CHEMICAL SOCIETY, PERKIN 

TRANSACTIONS 1., 

1995, Seiten 261-266, XP002174711 
CHEMICAL SOCIETY. LETCHWORTH., GB 
ISSN: 1472-7781 
* Verbindungen 27-29 * 
Seite 263, rechte Spalte 
Seite 266, linke Spalte, Absatz 2 - Absatz 
3 

-/-- 



1.2 



m 



Weitere Verdffentllchungen slnd der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



0 Besondere K at ego hen von angegebenen Verdffenilichungen 

•A* Verdffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nlcht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

•E* aBeres Dokumenl. das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroftentlichl worden isl 

"f Verdffentlichung, die geeignet ist. einen Prioritatsanspruch zweilelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durcn die das Ve rotten tlichungsdalum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhn) 

■O" Verdffentlichung. die sich auf eine mundliche Often barung. 

eine Benutzung. eine Ausslellungoderandere Mafiinahmen bezieht 
•P* Verdffentlichung, die vor dem inter nationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Priorilatsdalum veroffenllicht worden ist 



"T* Spatere Verdffentlichung, die nach dem internationaten AnmeldBdatum 
oder dem Priorilatsdalum veroftentlichl worden ist und mil der 
Anmeldung nicht kollJdiert. sondem nur zum VersJandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

•X* Verotfentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann alfetn autgrund cfieser Verdffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

•Y p Verdflentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeil beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mrt einer oder mehreren anderen 
Verdflenlllchungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachrnann nahefiegend ist 
Verdffentlichung, die Mitgtied derselben Pate ntfami lie ist 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kalegorie* 


Bezeichnung der Veroffenl lie hung, soweii ertorderlinn unler Angabe der in Rftlrachl kommenden Teile 


Belr. Anspruch Nr. 


X 


NAOKI TAKEUCHI ET AL. : "Annelation 
Reactions of Enami nones with Ethyl 
Acetoacetate. Studies on the beta-Carbonyl 
Compounds Connected with the 
beta-Polyketides.XI." 

/"» 1 1 1 - II T n A 1 i lin n I i n n ft ft * /-> r- i | t T O A 1 Dill 1 FTTH 

CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN., 

Bd. 39, Nr. 7, Jul i 1991 (1991-07), Seiten 

1655-1658, XP002174712 

PHARMACEUTICAL SOCIETY OF JAPAN. TOKYO. , 

JP 

ISSN: 0009-2363 
* Verbindung 19 * 
Seite 1657 

Seite 1658, rechte Spalte, Absatz 3 


1,2 


X 


NAOKI TAKEUCHI ET AL.: "Biogenet1c-type 
Synthesis of 

3 , 4-D1 hydro-8-hydroxy-3-phenyl 1 socoumarl n 
(Studies on the beta-Carbonyl Compounds 
connected with the beta-Polyketides. V ) " 
CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN., 
Bd. 28, Nr. 10, Oktober 1980 (1980-10), 
Seiten 3007-3012, XP002174713 
PHARMACEUTICAL SOCIETY OF JAPAN. TOKYO. , 
OP 

ISSN: 0009-2363 

* Verbindungen 9,10,21 * 

Seite 3008 

Seite 3012, Absatz 3 


1,2 


X 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 125, no. 5, 

29. Juli 1996 (1996-07-29) 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 51414v, 

NAKAYAMA TAKATO ET AL.: "Inhibiting 

effects of lunularic acid analogs on the 

growth of liverwort, watercress, and 

timothy grass" 

Seite 403; Spalte r; 

XP002174714 

Zusammenfassung 

& BI0SCI.,BI0TECHN0L.,BI0CHEM., 
Bd. 60, Nr. 5, 1996, Seiten 862-865, 
* 2-methoxy-6-styryl-benzoesaure und 
athylester, 2-methoxy-6-phenathyl -benzoesau 
re athylester 


1 


A 


EP 0 539 326 A (SANDOZ LTD) 
das ganze Dokument 
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WEITERE ANGABEN PCTrtSA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspriiche Nr.: 1-9 teilweise 



Die geltenden Patentanspriiche 1-9 beziehen sich auf eine 
unverhaltnlsmaBig groBe Zahl moglicher Verbindungen. In der Tat umfassen 
sie so viele Wah1m6gl1chke1ten, Veranderliche, mogliche Permutationen 
und/oder Einschrankungen, 

da8 sie im Sinne von Art. 6 PCT 1n elnem solchen MaBe unklar (und/oder zu 
weitlaufig gefasst) erscheinen, als daB s1e eine sinnvolle Recherche 
ermdglichten.Ausserdem ist die Klarheit von Anspruch 1 zweifelhaft, da 
dieser die Moglichkeit von Rl und R2 = H (Wasserstoff ) nicht einschliesst 
obwohl in der Beschreibung und den Anspruchen 2 und 3 diese Moglichkeit 
aussdrucklich beschrieben ist. Die Recherche ergab in der Anfangsphase 
eine sehr grosse Zahl neuheitsschadl icher Dokumente. Diese Zahl ist so 
gross, dass sich unmogllch feststellen lasst, fur was in der Gesamtheit 
der Patentanspriiche eventuell nach zu Recht Schutz begehrt werden konnte. 
Daher wurde die Recherche auf die Telle der Patentanspriiche gerichtet, 
die als klar (und/oder knapp gefaBt) gel ten konnen, namlich Verbindungen 
der Formel VII, VIII und IX wie diese in den Ausfiihrungsbei spiel en 
angegeben sind. Die anderen durch die Patentanspruche erfassten 
Verbindungen sind ausserdem nicht durch entsprechende Beispiele in der 
Beschreibung unterstiitzt. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, Oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Priifung fur Gegenstande durchfiihren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), Oder 
fur den Fall, daB der Anmelder 1m Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspriiche vorlegt. 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroftenllichungen. die zur selben Palenltamilie gehoren 



In. .alionales Akltjnzeichen 

PCT/DE 01/01264 



Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patenttamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



US 5371062 



06-12-1994 



EP 539326 



28-04-1993 



DE 
BR 
CA 
EP 
JP 



AT 
AU 
AU 
CA 
CZ. 
DE 
DK 
ES 
FI 
GR 
HK 
HU 
HU 
IL 
JP 
JP 
MX 
NO 
NZ 
RO 
RU 
SG 
SK 
US 
ZA 



4211610 A 
9301464 A 
2093291 A 
0564920 A 
6049040 A 



T 
T 
A 
T 

A 



136536 
653441 
2704492 
2080555 
282473 B 
69209771 D 
539326 
2087499 
924657 
3019856 
146696 
215151 B 
211233 B 
103417 A 
2543298 B 
5213828 A 
9205921 A 
178540 B 
244730 A 
111074 B 
2118311 
50542 
312592 
5488135 
9208021 



C 
A 
A 
A 
A 



14-10-1993 
13-10-1993 
08-10-1993 
13-10-1993 
22-02-1994 



15- 04- 

29- 09- 

22- 04- 
17-04- 

16- 07- 

15- 05- 
20-05- 

16- 07- 

17- 04- 
31-08- 

09- 08- 
28-12- 
28-11- 

10- 01- 
16-10- 
24-08- 
01-04- 
08-01- 

26- 10- 
28-06- 

27- 08- 

23- 05- 
08-03- 

30- 01- 

18- 04- 



1996 
1994 
1993 
1993 
1997 
1996 
1996 
1996 
1993 
1996 
1996 
1998 
1995 
1997 
1996 
1993 
1993 
•1996 
1994 
•1996 
•1998 
■2000 
•1995 
•1996 
•1994 



Foimbtart PCT/ISA/21Q (Anhang Patentfamiho)(Juli 1992) 



